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A群溶連菌の 脂質に関する研究
〔ⅠⅠ〕 溶連菌脂質の 瞳瘍細胞傷害作用 に つ い て
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瓦cy w ords He m olytic strepto c o cci, StreptO C O C C al lip ds! CytOtO Xicity,
Ehrlich a scites c a rcin o m a.
A 群溶連繭の 抗腫瘍作用
l)2)に つ い て は多く の 研究が
な さ れ て い る が , 溶連菌の 抗腫瘍性因子 に つ い て は ほ
とん ど明 らか に さ れ て い な い . しか し なが ら , 溶連菌
溶血毒素(ス ト レ プ ト リ ジ ン S3 州 お よ び 0引)に は抗腫
瘍作用が 認 め ら れ ず ∴溶連菌 の 培養濾液 に 抗腫瘍性物
質が見 い だ さ れ な い が王)2), 無細胞抽出液
8)7)お よ び これ
より 分離さ れ た タ ン ′ヾク 画分 銅 )に 抗腫瘍活性が み られ
る こ と な どが 報告 さ れ て い る こ と か ら , 溶連菌 の 菌体
成分が抗腫瘍作用 に 関与 し て い る こ とが 考 え ら れ る .
他方 , あ る種 の 真菌か ら抽出 さ れ た遊離脂肪酸 や モ ノ
グ リセ リ ドが抗腫瘍作用を示す こ と1 0 卜 1
2)
, 大腸菌や 赤
痢菌か ら抽出さ れ た1ipid Aに 抗腫瘍作用が 認 め られ
る こ と
1 3)1 4)な どが報告 され て い る . こ れ ら の こ とか ら ,
著者は前報 に お い て 各種連鎖球菌 よ り脂質 を分離 し ,
こ れ らに つ い て 定性定量実験 を行 な い 比較検討 を行 な
っ た が
26)
, 本論 文で は , 3種類の A 群溶連薗 (Su 菌 ,
Bla ckm o re商お よ び C203U 菌) か ら ク ロ ロ ホ ル ム ･
メ タ ノ ー ル 液 で 抽 出し た総脂質 t お よ び滞層 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で 分離 し た総脂質 の 画分 (リ ン 脂質 , 糖脂
質お よび 中性脂質) の エ ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん細胞 に 対
す る作用に つ い て 実験 を行 な っ た .
材料お よ び方法
1. 溶連 菌
教室保存の A 群溶連菌 Su 株 (3型 . ス ト レ プ ト リ
ジ ン S お よ び ス ト レ プ ト リ ジ ン 0 産 生株 , 以 下 Su 歯
と略記), Bla ckm o r e株 (11型 t ス ト レ プ ト リ ジ ン S
Studies o nthe Lipids of Gr o up A He m olytic
産生株 , 以 下 Bla ckm o re菌と略記) お よ び C203U株
(C20 3S菌の 変異種 t ス ト レ プ ト リ ジ ン 0 産生株, 以
下 C203U 菌と 略記) を 用い た .
2. 溶連菌 の 培養
溶連菌の 培養に は 前報で 用い た W o od らの 合成培
地 を使用 したl 紺 6). 溶連 菌の 合成培地 に よ る 培養液
200mエを 1 0£の 合成培地 に 移植 し , 37 ℃で 12時間培
養し た の ち t 低温下で 連続遠心 (1000rpm . 100m⊥/
分) して 集菌 し , 得 られ た菌体を生理 食塩水で 2回洗
浄 し た (菌収量: 2.0-2.5g/J) .
3. 溶連菌 脂 質の 抽出
溶連菌の 脂質 は FoIch らの 方 法 に よ っ て 抽出 し
た
1 7)
. すな わ ち ,20- 25g の 溶連菌を 2 0倍量 の ク ロ ロ
ホ ル ム ･ メ タ ノ ー ル (2: 1, Ⅴ/v) で 室温で 2 回抽
出し た の ち , 抽出液 に 1/5 量の 生 理 食塩水を加え て混
和し ,4 ℃に 放 置 して 混 液が 二 層に 分離 して か ら. 水溶
性物質を含む上層を除去 し , 脂質を 含む 下層を ロ ー タ
リ ー ･ エ バ ボ レ ー ク ー を用 い て 窒 素気流下 に 40℃ で
減圧濃縮 して 油状物質( 総脂質)を得た( 総脂質収量:
9 - 11mg/g).
4 . 簿層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 溶 連 菌脂 質の
分 離 ■ 精製
一 次元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 溶連菌のリ
ン 脂質 , 糖脂質 お よ び中性脂質を分離 した .
1) リ ン 脂質 と糖脂質
ク ロ マ ト プ レ ー ト (20 × 20cm, 厚さ 1 mm) の 一 端
か ら 2.5cmの と こ ろ に 溶連菌の 総脂質 (1 00相 前後)
Strepto c o c ci. [ⅠⅠ] Cytoto xic Activity
of Lipids fro m He m olytic Streptoco c ci. Ko u saku Kitajim a, Depa rtm ent of Pha r m ac ology












































































を線状に ス ポ ッ ト し , ク ロ ロ ホ ル ム
■ メ タ ノ ー ル ｡ 水
( 65 : 25: 4, Ⅴ/v)
1 8I で 16cm展 開 した ･ 展開後 ,
ヨ ー ド試薬 ( 脂質検出用)
1 9)
を 噴零 して ス ポ ッ ト の 位
置を確認 し たの ち , ヨ
ー ドが樋色 し て か ら , 脂質を 含
む シ リカ ゲ ル を プ レ
ー ト より 採取 し , ク ロ ロ ホ ル ム ･
メタ ノ ー ル (2 : 1, Ⅴ/v) で 脂質 を抽出し た . 単 一 な
脂質を 得る た め に , 分離 した リ ン 脂質 お よ び糖脂質 に
っ い て 上記 の 操作を 2 - 3回線返 し た が , 一 部の リ ン
脂質と 糖脂質の 分離が不充分で あ っ た の で , ク ロ ロ ホ
ル ム ･ ア セ ト ン ･ メ タ ノ ー ル ･ 酢酸 ･ 水 ( 65 : 3 5:
11: 4 :1.5, Ⅴ/v)
2 0-
を展開溶媒と す る 一 次元薄 層ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て リ ン 脂質と 糖脂質 を分離 し
た .
分離し た リ ン 脂質お よ び糖脂質 を同定す る た め に ,
ク ロ マ ト プ レ ー ト (5 × 20c m, 厚 さ 0.25m m) の 一 端
から 2.5cmの と こ ろ に 脂質成分 を点状 に ス ポ ッ ト し ,
上記の 展開溶媒で 15cm展開し た の ち , リ ン モ リ ブ デ ン
酸試薬 (脂質検出用)
1 9}
, Dittm e r - Le ste r試薬 (リ
ン 脂質検出用)
2 1) ま た は ア ン ス ロ ン 試薬 ( 糖脂質検出
用)2 2}を 噴霧 し て 脂質 の 種類を調 べ た ( 表1)
1 6)2 5)
2) 中性脂質
複合脂質の 場合 と同様 に , ク ロ マ ト プ レ ー ト(20×
20c m, 厚さ 1 m m)に 溶連菌 の 総脂質を線状に ス ポ ッ ト
し , ヘ キ サ ン ･ エ チ ル エ ー テ ル ･ 酢酸 (7 0: 3 0: 2,
Ⅴ/v)
2 別 を展 開溶媒 と し て 16cm展開 した . 展開後 ,
ヨ ー ド試薬 に よ っ て ス ポ ッ ト の 位 置を確認 し , ク ロ マ
トプ レ ー トか ら脂質成分を回収 し た が t 一 部 の 成分 は
完全に 分離 し なか っ たの で l 分離 が不充分 な脂質成分
は塩化エ チ レ ン ･ メ タ ノ ー ル (98 : 2, Ⅴ/v)細
■
を展
開溶媒と す る 一 次元薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
分離 した . 脂質成分 を同定す る た め に , ク ロ マ トプ レ
ー ト (5 × 20c m, 厚 さ 0.25m皿) に 分離し た脂質お よ
び標準物質 (コ レ ス テ ロ ー ル . パ ル ミ チ ン 酸 , モ ノ パ
ル ミ チ ン , ジ バ ル ミ チ ン な ど) を ス ポ ッ トし , 上記の
展開溶媒 で 展開し た の ち t リ ン モ リ ブ デ ン 酸試薬ま た
は ア ン チ モ ン 試薬(ス テ ロ ー ル 類検 出用)用 で ス ポ ッ ト
を 検出し て , Rf値 お よ び 里色反応 を 比較 し た ( 表
2)1 8)2 5)2 81
5. ガ ス ク ロ マ トグ ラフ ィ ー に よ る 溶連菌脂質 の
脂肪酸 の分析
薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分離 し た溶連菌 の リ ン 脂
質, 糖脂質お よ び中性脂質の 脂肪酸構成を ガ ス ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー で 調 べ た2 6) .
5 - 10曙 の 脂質を 5 %硫酸 メ タ ノ ー ル 溶液 で 65 -
70 ℃･ 15時間処理 した の ち , シク ロ ヘ キ サ ン ･ ク ロ
ロ ホ ル ム (1 : 1, Ⅴ/v)2 7)を展開溶媒と す る 一 次元薄
層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 脂肪酸メ チ ル エ ス テ ル
を 分離 し て ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用い た ,
使用 し た装置 は 日立モ デ ル 063ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ
( 水素炎イ オ ン 化検出器付き) で . NPG S を60 - 80
メ ッ シ ュ の C hr o m o s o rb W(A W - D MC S) に 20 %
コ ー テ ィ ン グ し た担体を ガ ラ ス カ ラ ム (長さ 200cm.
内径3m m) に 充填 して 用 い た . 測定時の カ ラ ム 恵度 は
210 ℃, 試料注入 口の 温度は 230 ℃, 検 出器の 温度 は
280 ℃で あり , キ ャ リア ー ガ ス と して 用 い た窒素 ガ ス
の 流量 は 20Inエ/分で あ っ た . なお . イ オ ン 化検出器の
感度 は レ ン ジが 10, ア ッ テ ネ ー シ ョ ン が 16 で あ っ た ,
6. 溶連菌脂質の 腫 瘍細胞傷害作用に関する実験
Table l･ C hr o m atographic characterizatio n ofc o mpo u nd lip ds of he m olytic str epto c o c ci
Fra ctio n
R fvalu esin soIv ent* Colo r re actio nbysprayreagent
* *
po ssibleidentific ado n


































+ + Diglu c o syl diglyceddes
+' + DiphosphatidylglyceroIs
+ + Mo n og山co syl di由yc由des
+ + Ne ut細川pids
*SoIv e ntI, Chlo r ofbm rm etha n ol- Water(6 5:2 5:4, by v ol,);S OIv e ntI【, Chlo r ofom -a CetO n e-
m ethaJlOトa c etic a cid-W ater(65:35:11:4:1.5,byv ol.).
* *Spray re agents:R l, Pho spho m olyb datefor hpids;R 2, Dittm eエー Lester re age ntfbrpho spho
-
1ipids;R 3, a nthro n e r e ag ntforglycohpids o r ster oIs.
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Table 2. C hrom a土OgraPhic characteriz atio n ofn eutr
al upids of he m olytic strepto co cci
R fv ah esin s o帥ent* Colo = re a Ctio nby




po s sibleide ntific atio n



































Mo n ogけc e戒de s





*Sobe ntⅢ,hex an e>diethylethe r-a C etic acid(7 0:3 0:2,byvoL);SOIv ent Ⅳ , ethy
len e chloride-
m e仏 独 Ol(9 8:2,bシv oL)･
* *Sprayr e agents:R l,Pho spho m oly
b dateforhpids;R 4, a ntim o nytricldod d
e董bI Ster OIs･
Table 3. Co mpaェativ e cytoto xicte stagai
nstE h dichc ar cino m acd k withtotal
upids of he m olytic streptoc o c ci
Str epto c o cci
Co n c e ntratio n
Oftot山王pids
inte st mixtu re*
(mg/ml)
No . of$u rV如o fS
at6 0th day
乱 加 肌 8抄 ぬ ぴち
Sll
ぶた 加 椚 βけがe 以ち
Bla ckm o 工e




















































*Total 1如ids su spe nded in physiologicals 血 e c o ntaining Tw e en20(0･0 2%)
w ｡r ｡ mix｡d with tu m o r cens(2 × 10
7
c ens/ml), and in cubated at 37
0
cfbr 90
min . Afterin 加batio n, the mixtu re w a sirde cted i･P･ into mic e(10
1 tu m o r
C¢鮎/m o u se)･
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1) 動物
体重20- 22g の 雌の d d N系 マ ウ ス を用 い た .
2) 腫瘍捌包
エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん 細胞を腹腔内 に 移植 し て 10
日目 の マ ウ ス よ り 腹水 を採取 し , 低 温 下 で 遠 心
(1,000rpm ,5分)して 腫瘍細胞を集 め , 得 られ た細胞
を生理食塩水で 2回洗浄 した . 洗浄後 , が ん細胞を 適
量の 生理 食塩水 に浮遊 させ て ,4 × 10
T個 / 山の が ん細
胞浮遊液を作製 し た .
3)In vitro-in viv o法 に よる 腫瘍細胞傷害実験
Tw e eI120を 0.02 %に 含む 生理 食塩水 に 脂質 を 各
種濃度に 懸濁さ せ . 脂質懸濁液と が ん 細胞浮遊液 を等
量に混和 し た (細胞数: 2 × 10
7 個/ mり . 混 液を37
℃で 90分間イ ン キ エ ペ ー ト した の ち ,混液の 0.5 山 を
マ ウ ス の 腹腔内 に 注射 し , 腫瘍増殖の 有無 を60 日間観
察し た . ま た , 対照 群の マ ウ ス に は t Tw e e n20 を含む
生理食塩水 に が ん 細胞浮遊液を混 じ 90分間 イ ン キ エ
ペ ー ト し た もの を 投与 した . な お , 60 日目 ま で 生存 し
たマ ウ ス お よ び観察期間中死 亡 し た マ ウ ス に つ い て は
剖検し , 肉眼 的 に 腫瘍浸潤の 有無 を確 め た . な お , エ
ー ル リ ッ ヒ がん 細胞 と溶連菌脂質の 混液 お よ び がん 細
胞の浮遊液 (対照)を 37℃で 90分間 イ ン キ ュ ベ ー 卜
したの ち , が ん細胞 の 生存数を ト リ バ ン プ ル ー に よ る




1. 溶連 菌脂 質の 腫瘍細胞傷害作用
3種類 の 溶連歯よ り 分離し た総脂質の エ ー ル リ ッ ヒ
が 綱田他に 対す る作用 に つ い て 行 な っ た移植増殖阻止
実験の 結果は , 表 3 に 示し た如 く で あ る . 総脂質が 3
種類の 溶連菌の 何れ か ら分離さ れ た も の で あ っ て も ,
絵脂質 ･ がん 細胞混合液中の 作用 濃度 が 5 mg / mエで
はt がん 細胞 の 移植増殖性を 阻 止し , 処理 が ん 細胞を
注射され た マ ウ ス は い ず れ も腫瘍死す る こ と なく , 60
日目まで 生存し た . 松脂質の 作用 濃度 が 2mg/ 山の 場
合に は ,注射さ れ た マ ウ ス の ほぼ 半数 が60 日目 ま で 生
存して い た . し か し , が ん細胞の み を 投与し た対照 動
物はす べ て 20 日以内に 腫瘍死 した ( 図1).
つ づ い て
,
ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タノ ー ル ｡ 水(6 5:
2 5: 4, Ⅴ/v)ま た は ク ロ ロ ホ ル ム ･ ア セ ト ン ･ メ タ
ノ ー ル ･ 酢酸 ･ 水 (6 5: 3 5: 1 1: 4 : 1.5, Ⅴ/v)
を展開溶媒とす る 一 次元 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
分離さ れ た 脂質画分 (ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー
ル
,
モ ノ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ド , ジ グ ル コ シ ル ジ
グリ セ ラ イ ド お よ び中性脂質) の が ん 細胞 に 対する作
用を調 べ た ( 表4 およ び 表 5). 表 に 示 し た 如 く ,
Bla ckm o re菌 と C2O3U 菌の ジホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ
ロ ー ル は 2 喝 / 山の 濃度で が ん細胞の 移植増殖を阻止
し たが tSu 菌の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロ ー ル に は移
植増殖阻止作用 は認 め られ な か っ た . ま た ,3 種類の 溶
連菌の 中性脂質は い ずれ も 2mg/ 扉の 濃度で t が ん 細
胞 の 移植増殖を完全 に 阻止 した . しか しな が ら , 溶連
菌の 糖脂質 (モ ノ グル コ シ ル ジ グリ セ ラ イ ドと ジ グ ル
コ シ ル ジ グ リセ ラ イ ド) の 阻止作用 は , リ ン 脂質 や中
性脂質 に 比較 して 弱 く ,脂質の 濃度が2 咽 /m上で 60 日
目の マ ウ ス の 生存数 は50%以 下で あ っ た .
以上 の ご と く . 溶連 菌の ジホ ス フ ァ チ ジル グリ セ ロ
ー ル お よ び中性脂質 に 腫瘍細胞傷害効果が認め られ た
の で , ヘ キサ ン ･ エ チ ル エ ー テ ル ･ 酢酸 (70: 30:
2, Ⅴ/v) ま た は塩化 エ チ レ ン ･ メ タノ ー ル (9 8: 2,
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Fig. 1. C hange h the body w eight of mic eino cu-
1ated with E hrlich tu m o 工 CeuS alo n e(○) o rwith
the mixtu re oftu m o r cens a nd strepto coccaltotal
はpids(◎). Ehrlichtu m o r ceus su spe nded insah e
w e工emix ed wi th the otal 1ipids fro mlle m Olytic
strepto c o c ci of Su strah (A)o rC 20 3Ustrain(B)
at a co n c e ntratio n of 5 mg per ml. Ea ch v ahe
repr ese nts m 8an ± S E of 5 mic e† eX CePt thre e
餅 O uPS Of a血m 血 ･ 恥 mb即 Of mic ¢ 血 也 鰯
gr o upsisgiv enin par enthes es･
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一 に よ っ て 分離さ れ た , 中性脂質 の 各成分 (ス テ ロ
ー
ル , ス テ ロ ー ル エ ス テ ル . グリ セ リ ド , 遊離脂肪酸 な
ど) の が ん細胞 に 対す る 作用 を調 べ た ･ 表6に 示 した
如 く , Su 菌 , Blackm o r e菌お よ び C203 U蘭の 中性脂
質の 各成分の う ち, 遊離脂肪酸 , モ ノ グリ セ リ ドお よ び
ス テ ロ ー ル エ ス テ ル は 2 喝 / 山の 濃度で が ん細胞の 移
植増殖を阻止 した が , その 他 の 成分 は い ず れ も同 じ濃
度 で は移植増殖を阻止し な か っ た . つ ぎ に , 増殖阻止
作用を示 し た中性脂質の 各成分 に つ い て , 脂質 の 濃度
と移植増殖阻止作用 の 関係を調 べ た( 表7)･ 表 に 示 し
た如く , 阻止作用 を示 し た3 種規の 中性脂質の 中で ･
遊離脂肪酸 の 作用が最も強く , 0.1 喝 / 山で 40 % の
マ ウ ス に移植増殖を阻止 した が , モ ノ グ リ セ リ ドで は
0.5mg/ 山, ス テ ロ ー ル エ ス テ ル で は 2mg/ 雨で 阻止
効果が認め られ た . C203U 菌 の 中性脂質で も はぼ 同様
な成績が得 られ た . した が っ て , 溶連 菌の 中性脂質の
う ち , 遊離脂肪酸 , モ ノ グ リセ リ ドお よ び ス テ ロ
~ ル
.
エ ス テ ル が腫瘍細胞傷害効果 を示す と考 え られ る . 以
上 の 成績 に 関連 し て , 37℃で 90分間イ ン キ ュ ベ
ー 卜
し た エ ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞と 溶連薗脂質 の 混液 および
が ん 細胞の 浮遊液に つ い て . が ん 細胞の 生存率を トリ
バ ン プ ル ー 液 で 調 べ た . 成績 は次の 如 くで あ っ た .
が ん細胞浮遊液 に 溶連菌 の 遊離脂肪酸 ま た はモ ノ グ
リ セ リ ド( 濃度: 1 - 2mg/ 血)を加 え て イ ン キ エ ペ
ー 卜 した 場合 に は , が ん 細胞の 生存率 は 2% 以下で あ
っ た . 他方 t がん 細胞浮遊液 に 溶連繭の ジ グリ セ リ ド
ま た は ト リ グ リ セ リ ド (濃度: 2 帽 /取り を加 えて イ ン
キ エ ペ ー ト した場 合に は , が ん 細胞 の 生存率 は 80 %
(73 - 86%) で あ っ た . ま た , エ ー ル リ ッ ヒが ゐ細
胞の みを イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た場合 の 細胞 の 生存率は
81% (74- 87 % )で あ り , イ ン キ ュ ベ
ー ト しない が
ん 細 胞の 生存率 は84 % (78-89 %) で あ っ た ･ これ
ら の 成績 は , 溶連 菌の 遊離脂肪酸 や モ ノ グリ セ リ ドを
加え て 90分間イ ン キ エ ペ ー 卜 す る と , エ ー ル リ ッ ヒが
Table 4. Co mparativ e cytoto xictest agai
n stE h dich c a=Cin o m ac ens withc o mpo u nd
馳ids of be m olytic s加 pto c o c ci
Strepto c o c ci
Lipid
da sses*
Co n ce nt工atio n
Of卑pidsh
t¢St m 奴血 揮 * *
(mg/ml)
No. of飢1 Ⅳ如0 工S
at6 0也 day
釣 ｣ 地肌叫揮 血 相
Su
ぶ九 加 m o秒 如 以ち
Bla 血 0 ‡e
















































dipho sphatidy19yc er oIs;M G D, m O n Oglu c o syl digly
cerides;D G D, digluc o syl
diglycerides;N L, n e utral lip ds･
* *Co mpou nd 馳ids s u spended in physiologicals戯 n e c o ntainingTw e en20(0
･02%)
､W ere mix ed wi thu m o r c eus(2 ×10
1
c ells/ml), a nd in cubated at37
0
C fo r90 min ･
Aft｡rin c ubatio n,the mixture w a sirde cted i.p. into mic e(10
7tu m o 工Cells/m o u se)･
A群溶連菌の 脂質 に 関する研究
Table 5. Co mparativ e cytoto xictest again stE量鵬ch c arcinom a cens with
dipho sphatidylglyc er oIs of he m olytic stIePtOCOCCi
St∫eptO C O C Ci
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j 軋 力e 椚0伊 如 叫
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*Lipids su spended hphysiologicals曲 Ie CO IltainingTw e en 20(0･0 2%)w ere
mix ed with tu m o r cens (2×107c ens/mD, and in cubated at 370C fbr 9 0
min . A fterin cubatio n, the mixtu re w asinje cted i.p.into mice(10
7tu m o r
celk/m o uぷe).
Table 6. Co mpar ativ e cytoto xictestagahstEhdich c arcino m a e e11s withn eutral hpids
of he m olytic strepto c o c ci
219
Co nce ntratio n of No. ofs u rvi o 工S at6 0th day
Strepto c o c ci
n e utral lip ds




F A M G D G T G S S E
ぶL 鹿沼 0け 如 叫 2.0 5/5 5/5 0/5 0/5 0ノ5 4/5
Su
ぶf. 加 即 妙 如 叫 2.0 5/5 5/5 0/5 0/5 0/5 4/5
B bckm o工e
乱 加 椚 0妙 ぬ ち 2.0 5/5 畠/5 0/5 0/5 0ノ5 2/5
C 203 口
*Neutral lip ds su spe nded in physiologic als ah e co ntajJlingTw e e n20(0･0 2 %)w ere mix ed with
tu m o r c ells(2×10
7
ce11s/mD, and inc ubated at3 70Cfbr90 min■ A fterin c ubatio n,the mixtu re
w asinjected i.p. into mic e(10
7tu m o r ce>nS/mo u se)･
* *F A, fr e e払tty acids; M G, m O n Oglycerides;D G, diglycerides;T G, triglyc erides;S, Ster OIs;SE,
5ter Ole ste rs.
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ん細胞 は著 しく 傷害さ れ る こ と を 示 して い る ･ な お t
エ ー ル リ ッ ヒ が ん 細 胞 の 浮遊 液 に 2 種類の 溶連 菌
(Bla ckm o r e菌 と C 203U 菌)の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ
セ ロ ー ル ( 濃度: 2mg/ 血) を 加 えて , 90分間イ ン
キ ュ ベ ー 卜 し た場合 に も , が ん 細胞 の 生存率 は著 しく
減少 して い た (ほ ぼ 4%).
2. 溶連菌 の リ ン 脂質お よ び 中性脂質 の 脂肪酸構
成
Bla ckm o re商 お よ び C203U 菌の ジホ ス フ ァ チ ジ ル
グリ セ ロ ー ル に は移 植増殖阻止作用 が 認 め ら れ ,Su 菌
の そ れ に は阻止作用 は認 め られ な か っ た の で ,Su 菌の
リ ン 脂質と 他の 溶連菌の リ ン 脂質と の 脂 肪酸構成を比
較 した ( 表8). 表に 示 した 如く , Su 菌の ジ ホ ス フ ァ
チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル の 構成脂肪酸 は Cl 刷 ,C16:0お よ び
C18:0 で , こ れ ら の 飽和脂肪酸が構成脂肪酸の 100% を
占め て お り , 不飽和脂肪酸 は認 め られ なか っ た . しか
Table 7. Co mpa=atiY e CytOtO Xictestagain stE hrlich c arcinom a c e鮎 wi thn eutral hpids of
StIePtO COCCiSu and B hckm o re
No . ofs n Ⅳ如o rs at60tb day
Strepto c o c ci
Lip主d
classe s*
Lipide o n c entr atio ninte st mixtu re
* *(mg/ml)
2.0 1.0 0.5 0.2 0.1 0.05 0
乱 れe 椚 0抄 如 叫, F A
Su M G
S E
j軋 加椚 0頼 政 叫 F A
Blackm or¢ M G
5/5 5/5 5/5 4/5 2/5 0/5 0/5
5/5 5/5 4/5 2/5 0/5 0/5
4/5 2/5 0/5 0/5
5/5 5/5 5/5 4/5 2/5 0/5 0/5
5/5 5/5 4/5 2/5 0/5 0/5
*F A, 血色efatty a cid;M G, m O n O由yc eride s;S E, St6 r Ole ster s･
* *N¢utral軸ids su spe nded in phy$iologicalsalin e c o ntainhgTwee n20(0･02%)w eremix ed with
tu m o rc e鮎(2 ×10
1
cens/ml), and in cubated at3 7OC fbr9 0min ･ A fterin cubatio n,th¢ mixtu re
w as出離Cted i.p.into mice(10
7
c e叫 m o u s e).
Table 8. Fatty a cidc o mpo sitio n of antitu m o rlipidsfto mhe m olytic str epto c o cci
Lipid
StI eptOCOC¢i
Fattya cidc o mpositio n(%)
Classe s*
c lO: C 1 2:O C 14:O C 14:l C 16:OC 16:1 C 1 7:O C 1 8:O C 18:1 C 18:2
ぶ九′ほ 椚 0け 如 叫,
Su
ぶた 加 椚 0秒fねぴち


















































































































































































































































































































































し , Bla ckm o r e菌や C203 U薗の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ
リセ ロ
ー ル で は , こ れ らの 3 種類の 飽和脂肪酸 の ほ か
に,C16=l と C18こ1 の 不飽和脂肪酸が 見 い だ され , 不飽和脂
肪酸の 構成脂肪酸 に 占め る割合 は , Bla ckm o r e菌 で
は17% , C 203U 菌 で は 53 %で あ っ た . すな わ ち , Su
菌の ジホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ
ー ル は不飽和脂肪酸が
結合して い な い 点で , Bla ckm o re菌や C203 U菌 の リ
ン 脂質と は異 な っ て い た . ら い で 溶連菌の 中性脂質 に
っ い て の 脂肪酸構成を比較 した . 実験結果 は表 8 の 如
く,3種類 の 清適薗の 遊離脂肪酸, モ ノ グリ セ リ ドお よ
びス テ ロ
ー ル エ ス テ ル の 脂肪酸構成 は そ れ ぞ れ菌 に よ
っ て 多少異 な っ て い た が , い ずれ の 菌 の 中性脂質 に も
Cl 抽 C16:0, C18‥8 の 飽和脂肪酸と C1 6山C1 8;1 の 不 飽 和脂肪
酸が見い だ され た . す な わ ち , 移植増殖阻止作用 を示
した溶連菌 の 中性脂質 に は飽和脂肪酸 と不飽和脂肪酸
が含ま れ て い た ,
考 察
こ れ ま で に . Cephalo spo riu m dio sp yri,
Pe nicilliu m c r u sto su m, Sepedo niu m
a mpullo spo r u mな どの 真南か ら抽出さ れ た遊離脂肪
酸や モ ノ グ リ セ リ ドが 抗腫瘍作用 を示 す こ とが 報告 さ
れて お り
1 0 卜 1 2)
, こ れ らの 中性脂質 の 構成脂肪酸中の 不
飽和脂肪酸の 割合と抗腫瘍作用 の 関係 が検討 され て い
る29)3 0l. ま た , あ る種の 動物細胞(リ ン パ 球 , 肝細胞 な
ど) か ら抽出さ れ た 遊離脂肪酸が抗腫瘍作用 を示す こ
とが報告され て い る31 卜 3 5〉. しか し なが ら , 細菌 の 脂質 ,
とく に リ ン 脂質の 抗腫瘍作用 に つ い て は は とん ど知 ら
れて い な い .
本研究で は . 3種類の 溶連歯(Su 菌 , Bla ckm o r e菌
およ び C203 U菌)か ら抽出 した総脂質 お よ び中性脂質
につ い て 実験を 行な い , い ず れ も マ ウ ス で エ ー ル リ ッ
ヒがん細胞の 移植増殖を阻止す る こ と を 見出し , 中性
脂質成分で は遊離脂肪酸 , モ ノ グリ セ リ ドお よ び ス テ
ロ
ー ル エ ス テ ル に が ん 細胞傷害作用 が あ る こ とを 実証
した. さ ら に , Bla ckm o re菌お よ び C203U 菌 の ジ ホ
ス フ ァ チ ジんグ リ セ ロ ー ル は が ん細胞傷害性 で あるが ,
Sn薗の ジホ ス フ ァ チ ジル グ リセ ロ ー ル に は が ん 細胞傷
害作用が認 め られ な か っ た . ま た , リ ン 脂質 の が ん細胞
に対する作 用 が 幽の 種類 に よ っ て 異 な る こ と か ら . そ
れぞれの リ ン 脂質 に つ い て 脂肪酸構成 を調 べ , Bla ck
m ore 菌 お よび C203U 摘と Su 曲と で は リン脂 質の 脂
肪酸構成 が著 しく 異 な る こ と を見 い だ し た . す な わ ち ,
傷害作用が 認 め られ た Bla ckm o r e歯や C203Ut菊の ジ
ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー ル に は
, 飽和脂肪酸 と不 飽
和脂肪酸の 両方が含ま れ て い た が , 傷害作用 の み られ
なか っ た Su 菌 の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー ル に は .
飽 和脂肪酸の み が 含ま れ て おり 不飽和脂肪酸 は見い だ
され なか っ た . こ の こ と か ら , 溶連薗の リ ン 脂質の 移
植増殖阻止作用 と脂肪酸構成 との 間に何 らか の 関係が
あ る と考え られ る . 他方 , 傷害作用を示 し た溶連菌の
中性脂質 (遊離脂肪酸 , モ ノ グ リ セ リ ドお よ び ス テ ロ
ー ル エ ス テ ル) に も飽和脂肪酸 と不飽和脂肪酸の 両方
が見 い だ され た .
遊離脂肪酸 や モ ノ グ リ セ リ ドな ど の 中性脂質 の 抗腫
瘍作用に つ い て は t 表面活性剤に 類似 した 作用 に よ っ
て 脂質 が腫瘍細胞 の 細胞膜を傷害する こ と , 不飽和脂
肪酸が細胞膜 の 傷害 に関与する こ と な どが 示唆さ れ て
い る
2 9}
. ま た ,不飽和脂肪酸が細胞膜の 流動性を著 し く
変化さ せ て , 細胞膜 の 機能に 影響 を及 ばす こ と が報告
され て い る3 6). した が っ て , Bla ckrn Ore 菌や C203U 菌
の ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル が傷害作用を示 した
の に 対 し , Su 菌の リ ン 脂質が 作用を示 さな か っ た の
は , リ ン 脂質中の 不飽和脂肪酸の 有無に もと ずく の か
も知れ な い .
溶連菌の が ん 細胞 に対する作用 は菌の 種類 に よ っ て
異 なり , Su 菌や Bla ckm o r e菌 は抗腫瘍性で あ るが ,
C203U 菌 は抗腫瘍作用を示 さ な い こ と が 報告 さ れ て
い る
l卜 5)
. しか しな が ら, 総脂質の エ ー ル リ ッ ヒ が ん細
胞 に 対す る作用 に は , Su 菌 ま た は Bla ckm ore 菌 と
C203U 菌 との 間 に は はと ん ど差異が認 め ら れ な か っ
た . し たが っ て , 脂質が 溶連菌 の 抗腫瘍作用 に 関与す
る か否か に つ い て tさ らに 実験検討する必要が あ る が ,
一 つ に は細菌菌体の 構造構成 そ の 他の 理 由か ら , 活性
脂質が腫瘍細胞 に 直接作用 で き な い た め とも考え られ
る . し か し なが ら , 溶連 菌の 脂質 , と く に リ ン 脂質に
が ん細胞傷害作用が 認 め ら れ た こ と は注目す べ き こ と
で あ る .
結 論
3種類の A 群溶連菌 (Su 菌 , Bla ckm o r e商お よ び
C203 U菌) か ら抽出 した総脂質 な らび に 脂質画分(リ
ン 脂質 , 糖脂質 およ び中性脂質) に つ い て . エ ー ル リ
ッ ヒ がん 細胞 に 対す る 作用 を調 べ て 以 下 の 成 績 を 得
た .
1. 3 種類の 溶連菌の 総脂質 お よ び中性脂質 は , い ず
れ も マ ウ ス で が ん細胞の 移植増殖 を阻止し た .
2. 溶連 薗の 中性脂質の う ち, 移植増殖阻止作用を示
し たの は遊離脂肪酸 , モ ノ グリ セ リ ドお よ び ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル で あ っ た .
3. Blackm o re 菌お よ び C203 U菌の リ ン脂質(ジ ホ
ス フ ァ チ ジ ル グリ セ ロ ー ル) は移植増殖阻止作用を示
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し た が .Su 粥の リ ン 脂質に は 阻止作用 は認 め ら れ な か
っ た .
稿 を終 る に の ぞ み . 御指導御 校閲 を賜 っ た 正印達 教授な ら
び に 本研究 に対 し直接の 御指導 を賜 わ り ま した 木越茂助教授
に深く感謝 の 意 を表 し ます .
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Studies o nthe Lipids of Gf O up A 田e m o!y亡ic Strepto c o cci･(勘 Cytoto xic Ac寸ivity ofLipids
&o m 馳 m oly鮎 馳 eptoc o cci Ko usaku Ki叫im a, Departm e nt of P har m ac ology, Scho ol of
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Key w ords: He m olyticstrepto c o cci,StrePtO C OC Callipids, CytOtO Xicity, Ehrhch ascites carcino m a
A bstra ct
T he prese nt study w a s u nde rtake n to e x a min et he cytoto xic effe ct of lip ds o
b tained fro m
thr e estrain s of gr oup A he m olytic strepto c o c ci(strain Su, Bla ckm o re a nd C 2 0 3 U) again st
streptoco c cal c ells w e re c ultu red in W ood and Gu n salus m
ediu m at 3 7
0
c for 1 2 ho u rs, a nd
the tot al lipids were extracted fr o mthe c ells a c c o rdingtothe m ethod of FoIch et al･ T hetot al
lipids w ere then ffactio n ated into individu al lip dc ompo
n e nts by o n e
-dim e nsio n al thinJaye r
chro matography u sing v ario u ss oIv e nt syste m s. Fo rb iologic al te sting, the strepto co c c al lip ds
s uspended in physiologicalsalin e c o nt aining O･0 2% Tw e e n2 0w e re mix ed wit h E h riich tu m o r
cells(2×1 0
7
c eus/ml), a nd in c ubated at 37
0
c fo r9 0 min . A fterin c ubatio n, the c en mixtu r e
w asi蝿je cted i.p. into mic e(1 0
7
c e11s/m o u se), a nd thetu m o rgr o wth in mic e wa s observ edfo r60
days. Control anim als re c eived the tu mor cells prein c ubated without the str
eptoc o cal lip dsin
s alin e c o ntainingTw een 2 0.
M ic e re c eivingthetu mor ce11sprein c ubated wit h thetotal lipidsat a c o n centratio n of 5m g/ml
sho wed n o signs of tu m o rs at t he e nd of a 6 0
-day period, W hile c o ntrol a nim alsin v a riably died
ffo m ascites car cin o ma in lesstha n 2 0 days. Individu al lip dc o mpone nts s epa rated fro m the
total lipids w e rethen e xamin ed fo rt heir cytotoxic a ctivity･ Fr e efatty a cids a nd m o n ogly-
c erides fr o mt hr e estrepto coc ci at c onc e ntr atio ns of O.5
-2.O m g/ml sup pre sed c o mpletely the
developm e ntof tum or ce皿sin mic e.
A ta con c e ntration of 2m g/ml, diphosphatidyl glyce roIs fr o m tw o str ains of str epto c o cci
(Bla ckm o re and C 2 0 3 U)inhibited thetu m o rgr o wt h in mice , a ndste r oleste r sfr o mthre e strepto
-
c occi w er eprote ctiv e. Ho w e v e r, allothe rlipid fra ctio nsin cludingdipho sphatidylglyc e r oIs o
fa
strepto co cc us(Su)we r e sho w nto ha v e no cytoto xic effe ct ata c o n c e ntratio n of 2m g/ml･
Co mparison of fatty acidpatte rn am O ng dipho sphatidylglyce r oIs ffo m thre estrepto c o c ci
show ed t hat both of t he s atu rated a nd uns atu r ated fatty a cids w e refo u nd in t he phospholipids
wit hcytoto xic a ctivity, but t he phospholipids wit ho ut the cytoto xic acti
vity c o ntain･ed onlythe
saturated fatty a cids. T he satu rated a nd u nsatu r ated fatty a cids w
ere als ofo u nd in the a ctive
n e utral 1ipids.
T hese results in dic ate that fre efatty a ci ds, m O n Oglyc e ride s a nd ste r ol este rs fr o m three
streptoco c ci a re c ap ble ofinhibitingt hein v asiv e n e ss a ndgr o wth of E hrlich tu m o r c ellsin m
ic e
,
and dipho sphatidylglyce r oIs fro mtw o str ains ofstr epto co c ci(Bla ckm o re a nd C 2 0 3 U)hav ethe
cytotoxic a ctivity again st thetu m o r c ells.
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